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(57) Abstract 

This invention concerns 
I a multicomponcnt system for 
' changing, degrading or bleaching 
lignin. lignin-containing malcnals 
or similar substances and 
processes for its use, containing 
a) optionally, at least one 
oxidation catalyst and b) at least 
one suitable oxidant and c) at 
least one mediator, characterized 
by the fact that the mediator 
is selected from the oximes of 
general fonnula (I) or (II) and 

their salts, ethers, or esters, where o q nr Km« where R' means hydrogen, a hydroxy. formyU carbamoyl or sulfono radica . 

me groups X are the same or different and are O S, or Ci-C,2-AlkyN. C-Cs-alkoxy, C.-Cio-carbony . 

! n ester or saJt of the sulfono radical, sulfamoyl, "^^^f ' Z csLr or s^^ phosphonooxy radical where carbamoyU 

carbonyl.CrC6-alkyl. a phospho, phosphono, or f f "^^^X^^^ times with radical and the aryUC-CsalkyL 

s^amoyl. amino and phenyl radicals can be ^"^"^'^^^^"^^^^^^^^^^ or unsaturated, branched or unbranched. and 

I C -CiJlkyl. C|.C5.alkoxy, C.-Co-carbonyl. ^^J^^7^^?';Se« a« the same or different and means a hydroxy, formyl or 

can b^ substimted one or several times w.^ a ^^'^^^^'v ^^^^^^^ ^ sulfono r^S^cal, an ester or salt of the sulfono radical, a sulfamoyl 
carboxy radical, an ester or salt of the carboxy radical, a carbamoyl ^^^^^^^^ ^.g^if^ 3 halogen or 

nitre. Lino, phenyl. C-Cs-alkyl or ^-^^^'^^^^^^^ JiveTfor R\ R^ and R- being optionally Hnkcd to a rmg , 



(57) Zusammenfassung 



Mehrkomponemensystcm zum Vcrandcm. Abbau oder Bleichen von Lignin» ligninhaltigen Materiaiicn oder ^hnlichcn Stoffcn 
cnthaltend a) ggf. mindestcns einen Oxidationskatalysator und b) mindestcns ein geeignetes Oxidationsmittel und c) mmdcstens emen 
Mediator, dadurch gckennzeichncl, dafi dcr Mediator ausgcwahit ist aus dcr Gmppe der Oximc dcr allgcmeinen Fennel i) odcr (II). 
sowic deren Salze. Ether, oder Ester, wobei X gleich oder verschicden ist und O. S, oder NfR» bedcutcn wobei Ri Wasserstoff-. 
Hydroxy. Forinyl-. Carbamoyl-, Sulfonoiest, Ester oder Salz des Sulfonoresis, Sulfamoyl-. Nitro-. Ammo-. Phenyl- AryUC, -Cs-alkyl- 
Ci-Cn-Alkyl./Ci-Cj-Alkoxy.. Ci-Cio-Carbonyl-. CarbonyI-C.-C6-alkyU. Phospho-. Phosphono-. Phosphonooxyrest, Ester oder Salz des 
Phosphonooxyresis bedeutet, wobei Carbamoyl-, SulfamoyI-. Amino- und Phcnylreste unsubstituiert odcr cin- oder mehrfach mit einem 
Rest R2 substituiert sein kOnnen und die Aryl-C-Cj-alkyU. Ci-Cu-Alkyl-. C-Cs-Alkoxy. C,-C,o-CarbonyK Carbonyl-C,-C6-alkyl-Restc 
gcsattigt Oder ungcsattigt. vcrzwcigi oder unvcrzweigt scin konnen und mit einem Rest R^ em- oder mehrfach substituiert sein kbnnen. 
wobei R2 gleich ^er yer^chicden ist und Hydroxy-. Fonnyl-. Carboxyrest. Ester oder Salz des Carboxyrests Cart>amoyl- Sulfono-Es^^ 
Oder Salz des Sulfonorests, SulfamoyI-. Nitro. Amino-. Phenyl-. C.-Cj-Alkyl-. Ci-Ci-Alkoxyrest bedeutet und die Res^ R^-R^ gleich oder 
verechiedcn sind und Halogen-. Carboxyrest. Ester odcr Salz des Carboxyrests bedcutcn, odcr die filr R» genanntcn Bedeutungen haben, 
woTei R3 und R'* ggf. zu einem Ring [-CR^R«ln mit n gleich 1. 2. 3 oder 4 yerknupft sein kbnnen und R^ und R^ die fur R« genanntcn 
Bedeutungen haben und R? und R8 die filr R^ und R^ genanntcn Bedeutungen haben. 
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Mehrkomponentensystem zum Verandern, Abbau oder Bleichen von 
Lignin, ligninhaltigen Materialien oder ahnlichen Stoffen so- 
wie Verfahren zu seiner Anwend\ing 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mehrkomponentensystem 
zum Verandern., Abbau oder Bleichen von Lignin, ligninhaltigen 
Materialien oder ahnlichen Stoffen sowie Verfahren zu seiner 
Anwendung . 

Als heute haupt sachlich zur Zellstof f herstellung verwendete 
Verfahren sind das Sulfat- und das Sulf itverf ahren zu nennen. 
Mit beiden Verfahren wird unter Kochung und unter Druck Zell- 
stof f erzeugt. Das Sulf at-Verf ahren arbeitet unter Zusatz von 
NaOH und Na2S, wahrend im Sulf it -Verfahren Ca(HS03)2 + zur 
Anwendung kiommt . ' 

Alle Verfahren haben als Hauptziel die Entfernung des Lignins 
aus dem verwendeten Pf lanzenmaterial . Holz oder 
Ein j ahrespf lanzen . 

Das Lignin, das mit der Cellulose und der Hemicellulose den 
Hauptbestandteil des Pf lanzenmaterials (Stengel oder Stamm) 
austnacht, muS entfernt werden, da es sonst niche moglich ist, 
nicht vergilbende und mechanisch hochbelastbare Papiere 
herzustellen. 

Die Holzstofferzeugungsverfahren arbeiten mit Steinschleif ern 
(Holzschliff ) Oder mit Ref inern (TMP) , die das Holz nach ent- 
sprechender Vorbehandlung (chemisch, thermisch oder chemisch- 
thermisch) durch Mahlen def ibrillieren . 

Diese Holzstoffe besitzen noch einen Grofiteil des Lignins. Sie 
werden v. a. fiir die Herstellung von Zeitungen, Illustrierten, 
etc . verwendet . 

Seit einigen Jahren werden die Moglichkeiten des Einsatzes von 
Enzymen fiir den Ligninabbau erf orscht . Der Wirkmechanismus 



wo 97/36039 



- 2 - 



PCT/EP97/01545 



derartiger lignolytischer Systeme ist erst vor wenigen Jahren 
aufgeklart worden, als es gelang, durch geeignete Anzuchtbe- 
dingungen und Indukcorzusatze bei dem Weifif aulepilz Phanero- 
chaete chrysosporium zu ausreichenden Enzymmengen- zu kommen . 
5 Hierbei wurden die bis dahin unbekannten Ligninperoxidasen und 
Manganperoxidasen entdeckt . Da Phanerochaete chrysosporium ein 
sehr effektiver Ligninabbauer ist, versuchte man dessen Enzyme 
zu isolieren und in gereinigter Form fur den Ligninabbau zu 
verwenden. Dies gelang jedoch nicht, da sich herausstellte , 
10 daS die Enzyme vor allem zu einer Repolymerisation des Lignins 
und nicht zu dessen Abbau fiihren.- 

Ahnliches gilt auch fur andere lignolytische Enzymspezies wie 
Laccasen, die das Lignin mit Hilfe von Sauerstoff anstelle 
15 von Wasserstof f peroxid oxidativ abbauen. Es konnte festge- 

stellt werden, daS es in alien Fallen zu ahnlichen Prozessen 
kommt . Es werden namlich Radikale gebildet, die wieder selbst 
miteinander reagieren und somit zur Pol>-merisat ion fuhren. 

20 So gibt es heute nur Verfahren, die mit in-vivo Systemen ar- 

beiten { Pilzsysteme) . Haupt schwerpunkte von Optimierungsversu- 
chen sind das sogenanrite Biopulping und das Biobleaching . 

Unter Biopulping versteht man die Behandlung von Holzhack- 
25 schnitzeln mit lebenden Pilzsystemen . 

Es gibt 2 Arten von Applikat ionsf ormen : 

1. Vorbehandlung von Hackschnitzeln vor dem Refinern oder Mah- 
30 len 2um Einsparen von Energie bei der Herstellung von Holz- 

stoffen (z.B. TMP oder Holzschlif f ) . 

Ein weiterer Vorteil ist die meist vorhandene Verbesserung der 
mechanischen Eigenschaf ten des Stoffes, ein Nachteil die 
35 schlechtere EndweiSe. 

2. Vorbehandlung von Hackschnitzeln (Softwood/Hardwood) vor 
der Zellstof f kochung (Kraf cprozeS, Sulf itprozeS) . 
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Hier ist das Ziel , die Reduzierung von Kochchemikalien , die 
Verbesserung der KochkapazitaC und "extended cooking". 

Als Vorceile warden auch eine verbesserte Kappareduzierung 
nach dem Kochen im Vergleich einem Kochen ohne Vorbehand- 
lung erreicht. 

Nachteile dieser Verfahren sind eindeutig die langen Behand- 
lungszeiten (mehrere Wochen) und v. a. die nicht geloste 
Kontaminierungsgefahr wahrend der Behandlung, wenn man auf dxe 
wohl unwirtschaftliche Sterilisation der Hackschnit zel ver- 
zichten will. 

Das Biobleaching arbeitet ebenfalls mit in-vivo Systemen. Der 
gekochte Zellstoff (Softwood/Hardwood) wird vor der Bleiche 
mit Pilz beimpft und fiir Tage bis Wochen behandelt. Nur nach 
die«e^ lanaen Behandlungszeit zeigt sich eine signifikante 
Kappazahlerniedrigung und Weifiesteigerung, was den ProzefS un- 
wirtschaftlich fur eine Implement ierung in den gangigen 
Bleichsequenzen macht . 

Eine weitere meist mit immobilisierten Pilzsystemen durchge- 
fuhrte ADolikation isc die Behandlung von Zellstof f abrika- 
tionsabwassern, insbesondere Bleichereiabwassern zu deren Ent- 
farbung und Reduzierung des AOX (Reduzierung von chlorierten 
Verbindungen im Abwasser, die Chlor- oder Chlordioxid-Bleich- 
stufen verursachen) . 

Dariiber hinaus ist bekannt , Hemicellulasen u.a. Xylanasen, 
Mannanasen als "Bleichbooster " einzusetzen. 

Diese Enzyme sollen hauptsachlich gegen das nach detn Kochpro- 
zeS das Restlignin zum Teil uberdeckende reprecipitierte Xylan 
35 wirken und durch dessen Abbau die Zuganglichkeit des Lignins 
fur die in den nachf olgenden Bleichsequenzen angewendeten 
Bleichchemikalien {v. a. Chlordioxyd) erhohen. Die im Labor 
nachgewiesenen Einsparungen von Bleichchemikalien wurden in 
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groSem MaJSstab nur bedingt bestatigt, so dafi man diesen Enzym- 
typ allenfalls als Bleichaddit iv einstufen kann. 

Als Cofaktor neben den lignolytischen " Enzyrnen nimmt man Che- 
5 lacsubstanzen (Siderophoren, wie Apimoniumoxalat ) und Biotensi- 
de an. 

In der Anmeldung PCT/EP87/0063 5 wird ein System zur Entfernung 
von Lignin aus lignincellulosehalt igem Material unter gleich- 
0 zeitiger Bleiche beschrieben, welches mit lignolycischen Enzy- 
men aus WeiBf aulepilzen unter Zusatz von Reduktions- und Oxi - 
dationsmitteln und phenolischen Verbindungen als Mediatoren 
arbeitet. 

5 In der DE 4008893C2 warden zusatzlich zu Red/Ox-System "Mimic 
Substanzen", die das aktive Zentrum (prosthetische Gruppe) von 
lignolytischen Enzymen simulieren, zugesetzt. So konnte eine 
erhebliche Ferf oriuancsverbesserung erzielt werden. 



0 



In der Anmeldung PCT/EP92/01086 wird als zusatzliche Verbesse- 
rung eine Redoxkaskade mit Kilfe von im Oxidationspotential 
"abgestimmten" phenolischen oder nichtphenolischen Aromaten 
eingesetzt . 

t5 Bei alien drei Verfahren ist die Limitierung fiir einen groS- 
technischen Einsatz die Anwendbarkeit bei geringen Stoffdich- 
ten (bis maximal 4%) und bei den beiden letzten Anmeldungen 
die Gefahr des " Ausleachens" von ^4etallen beim Einsatz der 
Chelatverbindungen, die v. a. bei nachgeschalteten Peroxid- 
bleichstufen zur Zerstorung des Peroxids fiihren konnen . 



JO 



35 



Aus WO/12619, WO 94/12620 und WO 94/12521 sind Verfahren be- 
kannt, bei welchen die Aktivitat von Peroxidase tniccels soge- 
nannter Enhancer-Substanzen gefordert werden. 

Die Enhancer-Substanzen werden in WO 94/12619 anhand ihrer 
Halbwertslebensdauer charakcerisiert . 
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GemaS WO 94/12620 sind Enhancer-Substanzen durch die Formel 
A=N-N=B charakterisiert, wobei A und B jeweils definierte cy- 
clische Reste sind. 

Gemafi WO 94/12620 sind Enhancer-Substanzen organische Chetnika- 
iien, die mindestens zwei aromatische Ringe enthalten, von de- 
nen zumindest einer mit jeweils definierten Resten substitu- 
iert ist. 

Alle drei Anmeldungen betreffen "dye transfer inhibition" und 
den Einsatz der jeweiligen Enhancer-Substanzen zusammen mit 
Peroxidasen als Detergent -Additiv oder Detergent -Zusammenset- 
zung im Waschmi t telbereich . Zwar wird in der Beschreibung der 
Anmeldung auf eine Verwendbarkei t zum Behandeln von Lignin 
5 verwiesen, aber eigene Versuche mit den in den Anmeldungen 

konkrec offenbarten Substanzen zeigten. dafi sie als Mediatoren 
zur Steigerung der Bleichwirkung der Peroxidasen beim Behan- 
deln von ligninhaltigen Materialien keine Wirkung zeigten! 

;0 WO 94/29510 beschreibt ein Verfahren zur enzymatischen De- 

lignifizierung, bei dem Enzyme zusammen mit Mediatoren einge- 
setzt werden. Als Mediatoren werden allgemein Verbindungen mit 
der Struktur NO-, NOH- oder HRNOH of f enbart . 

15 von den in WO 94/29510 offenbarten Mediatoren liefert 

1-Hydroxy-lH-benzotriazole (HBT) die besten Ergebnisse in der 
Delignifizierung. HBT hat jedoch verschiedene Nachteile: 

ES ist nur zu hohen Preisen und nicht in hinreichenden Mengen ' 
JO verfiigbar. 

Es reagiert unter Delignif izierungsbedingungen zu 
IH-Benzotriazol. Diese Verbindung ist relativ schlecht abbau- 
bar und kann in groSeren Mengen eine betrachtliche Umweltbela- 
3 5 stung darstellen. 

ES fiihrt in gewissem Umfang zu einer Schadigung von Enzymen. 



wo 97/36039 



- 6 - 



PCT/EP97/01545 



Seine Delignif izierungsgeschwindigkeit ist nicht ailzu hoch. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mehrkomponentensystem 
zum Verandern, Abbau oder Bleichen von Lignin, ligninhaltigen 
Materialien oder ahnlichen Stoffen enthaltend 

a. ggf. itiindestens einen OxidationsKatalysator und 

b. mindestens ein geeignetes Oxidationsmittel und 

c. mindestens einen Mediator, dadurch gekennzeichnet , da(h der 
Mediator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Oxiine der allgemei 
nen Formel I oder II 




X 



I 11 



sowie deren Salze, Ether, oder Ester, wobei 

X, gleich oder verschieden ist und O, S, oder NR^ bedeuten 
wobei 

Wasserstof f-, Hydroxy-, Formyl-, Carbamoyl-, Sulfonorest, 
Ester Oder Salz des Sulf onorests , Sulfamoyl-, Nitro-, Amino- 
Phenyl-, Aryl-C,- C5-alkyl-, C.^-C^^-^^^'^^- ' C^-C^-hlKoycy- , 
^1-^10-^^^*=°"^^"' Carbonyl-C^-Cg-alkyl-, Phospho-, Phosphonc 
Phosphonooxyrest, Ester oder Salz des Phosphonooxyrests 
bedeutet. 



0 
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wobei carbamoyl-. Sulfamoyl-, Amino- und Phenylreste unsubsti- 
tuiert Oder ein- oder mehrfach mit einem Rest subst ituxert 
sein konnen und die Aryl-Ci-Cg-alkyl- , C-^-C.^2-^^^y''' ' 
C,-C5-Alkoxy-, Ci-Cio-Carbonyl-, Carbonyl -Ci-Cg -alkyl -Reste 
gisattigt Oder ungesattigt, verzweigt oder unverzweigt sexn 
konnen und mit einem Rest R^ ein- oder mehrfach subscituxert 
sein konnen, wobei 

r2 gleich Oder verschieden ist und Hydroxy-, Formyl-, Carboxy- 
rest, Ester oder Salz des Carboxyrests , Carbamoyl-, Sulfono- 
Ester Oder Salz des Sulf onorests , Sulfamoyl-, Nitre-, Amino-, 
Phenyl-, C^-Cg-Alkyl- , C^-Cg-Alkoxyrest bedeutet und 

die Reste R^ und R^ gleich oder verschieden sind und Halogen-, 
Carboxyrest, Ester oder Salz des Carboxyrests bedeuten, oder 
die fur R^ genannten Bedeutungen haben, oder zu einem Ring 
[-CR'^R^Jn mit n gleich 2, 3 oder 4 verkniipft sind und 

r5 und R^ die fur R^ genannten Bedeutungen haben und 



r"^ und R^ gleich oder verschieden sind und Halogen-, Carboxy- 
rest, Ester Oder Salz des Carboxyrests bedeuten, oder die fiir 
genannten Bedeutungen haben. 

2 5 Als Mediatoren im erf indungsgemaEen Mehrkomponentensystem be- 
sonders bevorzugt sind Verbindungen mit der allgemeinen Formel 
I bei denen X O oder S bedeutet und die iibrigen Reste die vor- 
stehend genannten Bedeutungen haben. Ein Beispiel fur eine 
solche Verbindung ist 2 -Hydroxyiminomalonsauredimethylester . 



Als Mediatoren weiterhin besonders bevorzugt sind Isonitroso- 
derivate von cyclischen Ureiden der allgemeinen Formel II. 
Beispiele fiir solche Verbindungen sind l -Methylviolursaure , 
1, 3-Dimethylviolursaure, Thioviolursaure , Alloxan-4 , 5 -dioxim . 

Als Mediator insbesondere bevorzugt ist Alloxan- 5 -oxim Hydrat 
(Violursaure) und/oder dessen Ester, Ether oder Salze. 
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Das erf indungsgemaSe Mehrkomponentensystem enthalt Mediatoren, 
die kostengunstiger als HBT sind. 

Darviber hinaus wird bei Einsatz der erf indungsgemalSen Mediato- 
ren eine Steigerung der Delignif izierungsgeschwindigkeic 
erzielt. 

Vorzugsweise umfaJSt das erf indungsgemafie Mehrkomponentensystem 
mindestens einen Oxidationskatalysator . 

Als Oxidationskatalysatoren werden im erf indungsgemaSen Mehr- 
komponentensystem bevorzugt Enzyme eingesetzt . Im Sinne der Er- 
findung umfaSt der Begriff Enzym auch enzymatisch aktive Pro- 
teine oder Peptide oder prosthet ische Gruppen von Enzymen. 

Als Enzym konnen im erf indungsgema&en Mehrkomponentensystem 
Oxidoreduktasen der Klassen 1.1.1 bis 1.97 gemaS Internationa- 
ler Enzym-Nomenklature, Committee of the International Union 
of Biochemistry and Molecular Biology (Enzyme Nomenclature, 
Academic Press, Inc., 1992, S. 24-154) eingesetzt werden. 

Vorzugsweise werden Enzyme der im folgenden genannten Klassen 
eingesetzt : 

Enzyme der Klasse 1.1, die alle Dehydrogenasen , die auf prima- 
re, sekundare Alkohole und Semiacetale wirken, umfassen und 
die als Akzeptoren NAD"^ oder NADP^ (Subklasse 1.1.1), Cyto- 
chrome (1.1.2), Sauerstoff (O2) (1.1.3), Disulfide (1.1.4), 
Chinone (1.1.5) oder die andere Akzepcoren haben (1.1.9S). 

Aus dieser Klasse sind besonders bevorzugt die Enzyme der 
Klasse 1-1.5 mit Chinonen als Akzeptoren und die Enzyme der 
Klasse 1.1.3 mit Sauerstoff als Akzeptor . 

Insbesondere bevorzugt in dieser Klasse ist Cellobiose: 
auinone- 1 -oxidoreduktase (1.1.5.1) . 
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weicerhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.2. Diese Enzym- 
kLasse (1.1.5.1) umfafSt solche Enzyme, die Aldehyde zu den 
korrespondierenden SSuren oder Oxo-Gruppen oxidieren. Die Ak- 
zepcoren konnen NAD^ NADP* (1.2.1), Cytochrome (1.2.2), Sau- 
erstoff (1.2.3), Sulfide (1.2.4), Eisen-Schwef el-Proteine 
(1.2.5) Oder andere Akzeptoren (1.2.99) sein. 

Besonders bevorzugt sind hier die Enzyme der Gruppe (1.2.3) 
mit Sauerstoff als Akzeptor. 

Weiterhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.3. In dieser 
Klasse sind Enzyme zusammengef aEt , die auf CH-CH-Gruppen des 
Donors wirken. 

Die entsprechenden Akzeptoren sind NAD"^, NADP^ (1.3.1), Cyto- 
chrome (1.3.2), sauerstoff (1.3.3). Chinone oder verwandte 
Verbindungen (1.3.5), Eisen-Schwef el-Proteine (1.3.7) oder an- 
dere Akzeptoren (1.3.99). 



35 



Besonders bevorzugt ist die Bilirubinoxidase (1.3.3 



5) 



Hier sind ebenfalls die Enzyme der Klasse (1.3.3) mit Sauer- 
stoff als Akzeptor und (1.3.5) mit Chinone etc. als Akzeptor 
besonders bevorzugt . 

Weiterhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.4, die auf 
CH-NH2-Gruppen des Donors wirken. 

Die entsprechenden Akzeptoren sind NAD^ NADP^ (1.4.1), Cyto- 
chrome (1.4.2), sauerstoff (1.4.3), Disulfide (1.4.4). Eisen- 
Schwef el-Proteine (1.4.7) Oder andere Akzeptoren (1.4.99). 

Besonders bevorzugt sind auch hier Enzyme der Klasse 1.4.3 mit 
Sauerstoff als Akzeptor. 

weiterhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.5, die auf CK-NH- 
Gruppen des Donors wirken. Die entsprechenden Akzeptoren sind 
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NAD^, NADP"^ (1.5,1). Sauerstoff (1.5.3), Disulfide (1.5.4), 
Chinone (1,5.5) oder andere Akzeptoren (1.5.99). 

Auch hier sind besonders bevorzugt Enzyme mit Sauerstoff (O2) 
5 (1.5.3) una mit Chinonen (1.5.5) als Akzeptoren. 

Weiterhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.6, die auf NADH 
Oder NADPH wirken. 

10 Die Akzeptoren sind hier NADP^ (1.6.1), Hamproteine (1.6.2), 
Disulfide (1.6.4), Chinone (1.6.5), N02-Gruppen (1.6.6), and 
ein Flavin (1.6.8) oder einige andere Akzeptoren (1.6.99). 

Besonders bevorzugt sind hier Enzyme der Klasse 1.6.5 mit 
15 Chinonen als Akzeptoren. 

Weiterhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.7, die auf andere 
N02-Verbindungen als Donatoren wirken und als Akt^aptoren Cyto- 
chrome (1.7.2), Sauerstoff (O2) (1-7.3), Eisen-Schwef el-Pro- 

2 0 teine (1.7.7) oder andere (1.7.99) haben. 

Hier sind besonders bevorzugt die Klasse 1.7.3 mit Sauerstoff 
als Akzeptor. 

25 Weiterhin bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.8, die auf Schwe- 
felgruppen als Donatoren wirken und als Akzeptoren NAD"^ , NADP"*" 
(1.8.1), Cytochrome (1.8.2), Sauerstoff (O2) (1.8.3), Disulfi- 
de (1.8.4), Chinone (1.8.5), Eisen-Schwef el - Proteine (1.8.7) 
Oder andere (1.8.99) haben. 

30 

Besonders bevorzugt ist die Klasse 1.8.3 mit Sauerstoff (O2) 
und (1.8.5) mic Chinonen als Akzeptoren. 

Weizerhin bevorzugc sind Enzyme der Klasse 1.9, die auf Ham- 

3 5 gruppen als Donatoren wirken und als Akzeptoren Sauerstoff 

(O2) (1.9.3) I N02-Verbindungen (1.9.6) und andere (1.9.99) 
haben . 
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Besonders bevorzugt ist hier die Gruppe 1.S.3 mit Sauerstoff 
(O2) als Akzeptor (Cycochromoxidasen) . 

Weicerhin bevorzugc sind Enzyme der Kiasse 1.12, die auf Was- 
5 serstoff als Donor wirken. 

Die Akzeptoren sind NAD"" oder NADP^ (1.12.1) Oder andere 
(1 . 12 . 99) . 

10 Desweiteren bevorzugt sind Enzyme der Kiasse 1.13 and 1.14 
(Oxigenasen) . 

Weiterhin sind bevorzugte Enzyme die der Kiasse 1.15 , die auf 
Superoxid-Radikale als Akzeptoren wirken. 

Besonders bevorzugt ist hier die Superoxid-Dismutase 
(1.15.1.1) . 

Weiterhin sind bevorzugt Enzyme der Kiasse 1.16. 

Als Akzeptoren wirken NAD* oder NADP* (1.16.1) oder Sauerstoff 
(O2) (1.16 .3) . 

Besonders bevorzugt sind hier Enzyme der Kiasse 1.16.3.1 
25 (Ferroxidase, z.B. Ceruloplasmin) . 

Weiterhin bevorzugte Enzyme sind diejenigen, die der Gruppe 

1.17 (Wirkung auf CH2-Gruppen, die zu -CHOH- oxidiert werden) , 

1.18 (Wirkung auf reduziertes Ferredoxin als Donor), 1.19 

30 (Wirkung auf reduziertes Flavodoxin als Donor) und 1 . 97 (andere 
Oxidoreduktasen) angehoren . 

Weiterhin besonders bevorzugt sind die Enzyme der Gruppe 
1.11., die auf ein Peroxid als Akzeptor wirken. Diese einzige 
3 5 Subklasse (1.11.1) enthalt die Peroxidasen. 

Besonders bevorzugt sind hier die Cytochrom-C- Peroxidasen 
(1.11.1.5), Catalase (1.11.1.6), die Peroxydase (1.11.1.5), 



20 
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die lodid- Peroxidase (1.11.1.8), die Glutathione-Peroxidase 
(1.11.1.9), die Chlorid-Peroxidase (1. 11. 1.10), die L-Ascor- 
bat- Peroxidase (1.11.1.11), die Phospholipid-Hydroperoxid- 
Glutathione- Peroxidase (1.11.1.12), die Mangan- Peroxidase 
5 (1.12.1.13), die Diarylpropan- Peroxidase (L-igninase, Lignin- 
Peroxidase ) (1.11.1.14). 

Ganz besonders bevorzugt sind Enzyme der Klasse 1.10, die auf 
Biphenole und verwandten Verbindungen wirken . Sie kacalysieren 
0 die Oxidation von Biphenolen und Ascorbaten. Als Akzeptoren 
fungieren NAD"^, NADP"^ (1.10.1), Cytochrome (1.10.2), Sauer- 
stoff (1.10.3) Oder andere (1.10.99). 

Von diesen wiederum sind Enzyme der Klasse 1.10.3 mit Sauer- 
5 stoff (O2) als Akzeptor besonders bevorzugt. 



Von den Enzymen dieser Klasse sind die Enzyme Catechol Oxidase 
(Tyrosinase) (1.10.3.1), L-Ascorbate Oxidase (1.10.3.3), o-A- 
minophenol Oxidase (1.10.3.4) und Laccase (Benzoldiol : Oxigen 
0 Oxidoreduktase) (1.10.3.2) bevorzugt, wobei die Laccasen (Ben- 
zoldiol: Oxigen Oxidoreduktase) (1.10.3.2) insbesondere bevor- 
zugt sind. 

Die genannten Enzyme sind kauflich erhaltlich oder lassen sich 
5 nach Standardverfahren gewinnen. Als Organismen zur Produktion 
der Enzyme kommen beispielsweise Pflanzen, tierische Zellen, 
Bakterien und Pilze in Betracht. Grundsatzlich konnen sowohl 
naturlich vorkommende als auch gentechnisch veranderte Orga- 
nismen Enzymproduzenten sein. Ebenso sind Telle von einzelli- 
0 gen oder mehrzelligen Organismen als Enzymproduzenten denkbar, 
vor allem Zellkulturen . 

Fur die insbesondere bevorzugten Enzyme, wie die aus der Grup- 
pe 1.11.1 vor allem aber 1.10.3 und insbesondere zur Produkti- 
5 on von Laccasen werden beispielsweise WeiSf aulepilze wie Pieu- 
rotus, Phlebia und Trametes verwendet . 
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Das erfindungsgemaSe Mehrkomponentensystem umfaiSt mindestens 
ein Oxidationsmittel. Als Oxidationsmittel konnen beispiels- 
weise Luft. Sauerstoff, Ozon, U^O^. organische Peroxide, Per- 
sauren wie die PeressigsSure , Perameisensaure , Perschwef elsau- 
^ v-e, Persaloetersaure, Metachlorperoxibenzosaure , Perchlorsau- 
re' Perborate, Peracetate, Persulfate, Peroxide oder Sauer- 
stoffspezies und deren Radikale wie OH", OOH" , Singulettsauer- 
stoff, Superoxid (Os""), Ozonid, Dioxygenyl -Kation {O^^^) . Di- 
oxirane, DioxeCane oder Fremy Radikale eingesetzt werden. 

0 

Vorzugsweise werden solche Oxidationsmittel eingesetzt, die 
entweder durch die entsprechenden Oxidoreduktasen generiert 
werden konnen z.B. Dioxirane aus Laccasen plus Carbonylen oder 
die cheinisch den Mediator regenerieren konnen oder diesen di- 
5 rekt umsetzen konnen. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Substanzen, 
welche — fs r^d^nasaemafi als Mediatoren geeignet sind zum Veran- 
dern, Abbau oder Bleichen von Lignin, ligninhaltigen Materia - 
0 lien Oder ahnlichen Stoffen. 

Die Wirksamkeit des Mehrkomponentensystems beim Verandern, Ab- 
bau Oder Bleichen von Lignin, ligninhaltigen Materialien oder 
ahnlichen Stoffen ist haufig nochmals gesteigert, wenn neben 
5 den genannten Bestandteilen noch Mg^^ lonen vorhanden sind. 

Die Mg2+ lonen konnen beispielsweise als Salz, wie z.B. MgSO^ , 
eingesetzt werden. Die Konzentration liegt im Bereich von 
0,1-2 mg/g ligninhaltigem Material , vorzugsweise bei 0,2 - 
0,6 mg/g. 



0 



In manchen Fallen iafSt sich eine weitere Steigerung der Wirk- 
samkeit des erf indungsgemaSen Mehrkomponentensystems dadurch 
erreichen, daS das Mehrkomponentensystem neben den Mg " lonen 
auch Komplexbildner wie z.B. Ethyiendiamintetraessigsaure (ED- 
TA) , Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) . Hydroxyechylen- 
diamintriessigsaure (HEDTA) , Diethylentriaminpentamethylen- 
phosphonsaure (DTMPA) , Nitrilotriessigsaure (NTA) , Poiyphos- 
ohorsaure (PPA) etc. enthalc . Die Konzentration liegt im 
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Bereich von 0,2-5 mg/g ligninhaltigem Material, vorzugsweise 
bei 1 - 3 mg. 

Der Einsatz des erf indungsgemalSen Mehrkomponentensys terns in 
einem Verfahren zum Behandeln von Lignin erfolgt beispielswei - 
se dadurch, daB man die jeweils ausgewahlten Komponenten a) 
bis c) gemae Anspruch 1 gleichzeitig oder in beliebiger Rei- 
henfolge mit einer wassrigen Suspension des ligninhaltigen Ma- 
terials mischt . 



Vorzugsweise wird ein Verfahren unter Einsatz des erfindungs- 
gemaSen Mehrkomponentensys terns in Gegenwart von Sauerstoff 
Oder Luft bei Normaldruck bis 10 bar und in einem pH-Bereich 
von 2 bis 11, bei einer Temperatur von 20 bis 95»C, vorzugs- 
15 weise 40 - 95°C, und einer Stoffdichte von 0,5 bis 40 % 
durchgef iihrt . 

Ein fiir den Einsatz von Enzyn-.en bei der Zell-stof f bleiche unge- 
wohnlicher und uberraschender Refund ist, daS beim Einsatz des 
20 erf indungsgetnaSen Mehrkomponentensystems eine Steigerung der 
Stoffdichte eine erhebliche Steigerung der Kappaerniedrigung 
ermoglicht . 

Aus okonomischen Grvinden bevorzugt wird ein erf indungsgemafies 
25 Verfahren bei Stoffdichten von 8 bis 35 %, besonders bevorzugt 
9 bis 15 % durchgef iihrt . 

Uberraschenderweise zeigte sich ferner, daS eine saure Wasche 
(pH 2 bis 6, vorzugsweise 4 bis 5) oder Q-Stufe (pH-Wert 2 bis 

30 e. vorzugsweise 4 bis 5) vor der Enzym-Mediators tuf e bei man- 
chen Zellstoffen zu einer erheblichen Kappazahlerniedrigung im 
Vergieich zur Behandlung ohne diese spezielle Vorbehandlung 
fuhrt. in der Q-Stufe werden als Chelatbildner die zu diesem 
Zwecke iiblichen Substanzen (wie z.B. EDTA, DTPA) eingesetzt . 

35 Sie werden vorzugsweise in Konzentrat ionen von 0,1 %/t bis 1 
%/t, besonders bevorzugt 0,1 %/t bis 0,5 %/t, eingesetzt. 
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Im erfindungsgemaSen Verfahren werden vorzugsweise 0,01 bis 
10.000 lU Enzytn pro g ligninhaltiges Material eingesetzt. 3e- 
sonders bevorzugt werden 0,1 bis 100, insbesondere bevorzugt 
werden 1 bis 40, lU Enzym pro g ligninhaltiges Material einge- 
5 seczt (1 U entspricht dem Umsatz von 1 fxmol 2 , 2 • -Azino-bis 
(3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonsaure-diammoniunisalz) 

(ABTS) /min/mi Enzym). 

•Itr. erfindungsgemaSen Verfahren werden vorzugsweise 0, 01 mg bis. 
10 100 tng Oxidationsmittel pro g ligninhaltigem Material einge- 
setzt. Besonders bevorzugt werden 0,01 bis 50 mg Oxidations- 
mittel pro g ligninhaltigem Material eingesetzt. 

Im erfindungsgemafien Verfahren werden vorzugsweise 0,5 bis 80 
15 mg Mediator pro g ligninhaltigem Material eingesetzt. Beson- 
ders bevorzugt werden 0, 5 bis 40 mg Mediator pro g ligninhal- 
tigem Material eingesetzt. 



20 



30 



Gleichzeitig konnen Reduktionsmittel zugegeben werden, die zu- 
sammen mit den vorhandenen Oxidationsmitteln zur Einstellung 
eines bestimmten Redoxpotent ials dienen. 



Als Reduktionsmittel konnen Natrium-Bisulf if, Natrium- 
Dithionit, Ascorbinsaure, Thioverbindungen , Mercaptoverbindun- 
25 gen oder Glucathion etc. eingesetzt werden. 

Die Reakrion lauft beispielsweise bei Laccase unter Luft- oder 
Sauerstof fzufuhr oder Sauerstoff- bzw. Luf tuberdruck ab, bei 
den Peroxidasen {z.B. Ligninperoxidasen, Manganperoxidasen) 
mit Wasserstoffperoxid ab. Dabei konnen beispielsweise der 
Sauerstoff auch durch Wasserstoffperoxid + Katalase und Was- 
serscoffperoxid durch Glucose + Glucoseoxidase oder andere Sy- 
sceme in situ generiert werden. 



Au.5erdem konnen dem System Radikalbildner oder Radikalf anger 
(Abfangen von beispielsweise OH" oder COH" Radikalen) zage- 
seczt werden. Diese konnen das Zusammenspiel innerhalb der 
Red/Ox- und Radikalmediatoren verbessern. 
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Der Reaktionslosung konnen auch weitere Metallsalze zugegeben 
werden . 

5 Diese sind im Zusammenwirken mit Chelatbildnern als Radikal- 
bildner oder Red/Ox- Zentren wichtig. Die Saize bilden in der 
Reaktionslosung Kationen. Solche lonen sind u.a. Fe^"*", Fe-^"*"' 
Mn^\ Mn^-^, Mn^-^. Cu^^ , Ca^^. Ti^"^, Cer^^, Al^^. 

10 Die in der Losung vorhandenen Chelate konnen dariiber hinaus 
als Mimicsubstanzen fur die Enzyme, beispielsweise fur die 
Laccasen (Kupf erkomplexe) oder fiir die Lignin- oder Manganper- 
oxidasen (Hamkomplexe) dienen . Unter Mimicsubstanzen sind sol- 
che Stoffe zu verstehen, die die prosthe t ischen Gruppen von 

15 (hier) Oxidoreduktasen simulieren und z.B. Oxidationsreakt io- 
nen katalysieren konnen. 

Weicerhin kann dem Reaktionsgemisch NaOCl zugesetzt werden. 
Diese Verbindung kann im Zusammenspiel mit Wasserstof f peroxid 
20 Singulet tsauerstof f bilden. 

SchlieSiich ist es auch moglich, unter Einsatz von Detergen- 
tien zu arbeiten. Als solche kommen nicht-ionische, anioni- 
sche, kationische und amphotere Tenside in Betracht . Die De- 
25 tergencien konnen die Penetration der Enzyme und Mediatoren in 
die Faser verbessern. 

Ebenso kann es fur die Reaktion forderlich sein, Polysacchari- 
de und/oder Proteine zuzusetzen. Hier sind insbesondere als 

3 0 Polysaccharide Glucane, Mannane, Dextrane, Lavane, Pektine, 
Alginate oder Pf lanzengummis und/oder eigene von den Pilzen 
gebildete oder in der Mischkulcur mit Hefen produzierte Poly- 
saccharide und ais Proteine Gelantine und Albumin zu nennen. 
Diese Stoffe dienen hauptsachlich als Schuczkolloide fiir die 

3 5 Enzyme. 

Weitere Proteine, die zugesetzt werden konnen, sind Proteasen 
wie Pepsin, Bromelin, Papain usv/ . . Diese konnen u.a. dazu 
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dienen, durch den Abbau des im Holz vorhandenen Excensms ^. 
eines hydroxyprolinreichen Proteins, einen besseren Zugang zurv. 
L.ignin zu erreichen. 

Als weicere Schutzkolloide kommen Aminosauren, Einf achzucker , 
Oligotnerzucker, PEG-Typen der verschiedensten Molekulargewich- 
ce, Polyethylenoxide, Polyethylenimine und Polydimethylsiloxa- 
ne in Frage . 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann nicht nur bei der Deligni- 
fizierung (Bleiche) von Sulfat-, Sulfit-, Organosol-, o.a. 
Zellscoffen und von Holzstoffen eingeseCzt warden, sondern 
auch bei der Herstellung von Zellstoffen oder Holzstoffen (Re- 
f inerstof f/Holzschliff ) allgemein beispielsweise aus Holz- ; 
Oder Einjahrespflanzen. Dazu sollte eine Def ibrillierung durch 
die ublichen Kochverf ahren und/oder mechanischen Verfahren 
Oder Druck (d.h. eine sehr schonende Behandlung bis zu Kappa- 
zahlen im Bereich von > 50 Kappa bzw. >10% Ligningehalt ) ge- 
wahrleistet sein. 

Bei der Bleiche von Zellstoffen wie auch bei der Herstellung 
von Zellstoffen kann die Behandlung mehrfach wiederholt wer- 
den. entweder nach Wasche und Extraktion des behandelten Stof- 
fes mit NaOH oder ohne diese Zwischenschritte . Dies fuhrt zu 
noch wesentlich weiter reduzierten Kappawerten und zu erhebli- 
chen WeiSesteigerungen. Ebenso kann vor der Enzym/Mediatorbe- 
handlung eine 02-Stufe eingesetzt werden oder auch wie bereits 
erwahnc eine saure Wasche oder Q-Stufe ( Chelatstuf e) ausge- 
fiihrt werden. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher 
erlaucert : 
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Beispiel 1: Enzymatische Bleiche mit Violursaure und Softwood 
Sulf atzellstof f 

5 g atro Zellstoff (Softwood O2 delignif iziert ) , Stoffdichte 
30% (ca. 17 g feucht) werden zu folgenden Losungen gegeben : 

A) 20 ml Leitungswasser werden mit 65 mg Violursaure Monohy- 
drat unter Ruhren versetzt, .der pH-Wert mit 0,5 mol/1 
H2SC4-Lsg. so eingestellt, daS nach Zugabe- des Zellstoffs und 
des Enzyms pH 4 , 5 resultiert. 

B) 5 ml Leitungswasser werden mit der Menge Laccase von Trame- 
tes versicolor versetzt, daS eine Akcivitat von 35 U (1 U = 
Umsatz von 1 ^mol ABTS/min/ml Enzym) pro g Zellstoff 
resultiert . 

Die Losungen A und B Werden zusammengegeben und auf 3 3 ml 
aufgefullt. 

Nach Zugabe des Zellstoffes wird fiir 2 min mit einem Teigkne- 
ter gemixt . 

Danach wird der Stoff in eine auf 45°C vorgeheizte Reaktions- 
bombe gegeben und unter 1 - 10 bar Sauerstof f iiberdruck fur 10 
bis 40 Minucen inkubiert . 

Danach wird der Stoff iiber einem Nylonsieb (30 ^xm) gewaschen 
und 1 Stunde bei 60«C, 2% Stoffdichte und 8% NaOH pro g Zell- 
stoff extrahiert . 

Nach erneuter Wasche des Stoff es wird die Kappazahl bestimmn. 
In Abhangigkeit der Inkubationsdauer werden folgende Deligni- 
f izierungsraten erreicht: 

Reaktionsdauer Kappa Ligninabbau 

[min] 



0 * 
10 , 00 

20 , 00 
30 , 00 



nach Extraktion t%] 

10,40 0,00 

8,00 23,10 

7,40 28,30 



7,00 32,70 
40,00 7,00 32,70 

Ergebnis * bei 0 min (Kappa vor Extraktion) 
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Beispiel 2: Eix2:yiaatische Bleiche mit Violursaure und Softwood 
Sulf atzellstof f 

5 5 g atro Zellstoff (Softwood delignif iziert ) , Stoffdichtie 
30% (ca.'l7 g feucht) werden zu folgenden Losungen gegeben : 

A) 20 ml Leitungswasser werden tnit 130 mg violursaure Monohy- 
drat unter Rvihren versetzt, der pH-Wert mit 0,5 mol/1 
H2S04-Lsg. so eingestellt, dafi nach Zugabe des Zellstoffs und 

10 des Enzyms pH,4,5 result iert. 

B) 5 ml Leitungswasser werden mit der Menge Laccase von Trame 
tes versicolor versetzt, daS eine Aktivitat von 35 U (l.U = 
Umsatz von 1 /xmol ABTS/min/ml Enzym) pro g Zellstoff 
resultiert . 

15 Die Losungen A und B werden zusammengegeben und auf 33 ml 

auf gef iillt . • 

Nach Zugabe des Zellstoffes wird fur 2 min mit einetn Teigkne- 

Danach'wird der Stoff in eine auf 45oc vorgeheizte Reaktions- 
20 bombe gegeben und unter 1 - 10 bar Sauerstof f uberdruck fur 1 
4 Stunden inkubiert . 

Danach wird der Stoff iiber einem Nylonsieb (3 0 ^m) gewaschen 
und 1 Stunde bei 60°C, 2% Stoffdichte und 8% NaOH pro g Zell- 
stoff extrahiert. 
25 Nach erneuter Wasche des Stoffes wird die Kappazahl bestimmt 

In Abhangigkeit der Inkubationsdauer werden folgende Deligni 
f izierungsraten erreicht : 

3 0 Reaktionsdauer Kappa Ligninabbau 



35 



[h) 
0 * 
4 



nach Extraktion 

10,40 O'OO 
4, 90 52, 90 



ErQebnis * bei 0 nin Kappa vor Extraktion 

Von der eingeseczten Enzymakt ivitat wurden nach einer Reak- 
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tionsdauer von 4 SCunden 89% wiedergef unden . 

Vergleichsbeispiel 1: Enzymatische Bleiche mit 

1 -Hydroxy- 1-H-Benzotriazol und Softwood Sulf atzellstof f 

5 

5 g atro Zellstoff (Softwood ©3 delignif iziert ) , Stoffdichte 
30% (ca. 17 g feucht) warden 2u folgenden Losungen gegeben: 

A) 20 ml Leitungswasser werden mit 25 mg 

1 -Hydroxy- 1-H-Benzotriazol unter Riihren versetzt, der pH-Wert 
10 mit 0,5 mol/1 H2S04-Lsg. so eingestellt, daS nach Zugabe des 
Zellstoff s und des Enzyms pH 4 , 5 resultiert . 

B) 5 ml Leitungswasser werden mit der Menge Laccase von Trame- 

tes versicolor versetzt, dafi eine Aktivitat von 35 U (1 U = 

Umsatz von 1 fimol ABTS/min/ml Enzym) pro g Zellstoff 

15 resultiert. 

Die Losungen A und B werden zusammengegeben und auf 3 3 ml 

aufgefvillt. 

Nach Zugabe des Zellstoff es wird fiir 2 min mit eiriem Teigkne- 
ter gemixt . 

20 Danach wird der Stoff in eine auf 45<'C vorgeheizte Reaktions- 
bombe gegeben und unter 1-10 bar Sauerstof f uberdruck fur 10 
bis 40 Minuten inkubiert . 

Danach wird der Stoff iiber einem Nylonsieb (30 i^m) gewaschen 
und 1 Stunde bei 60°C, 2% Stoffdichte und 8% NaOH pro g Zell- 
25 stoff extrahiert. 

Nach erneuter Wasche des Stoffes wird die Kappazahl bestimmt. 
In Abhangigkeit der Inkuba tionsdauer werden folgende Deligni- 
f izierungsraten erreicht: 

30 



35 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



nach Extraktion 



Reaktionsdauer 
tmin] 

0 * 

10,00 

20,00 



Kappa Ligninabbau 



[%] 



10,40 0,00 
9,70 6,70 



30, 00 
40,00 



10, 60 

8,90 14,40 
8,50 18,30 



Ergebnis * bei 0 min (Kappa vor Extraktion) 

Vergleichsbeispiel 2: Enzymatische Bleiche mit 
1-Hydroxy-l-H-Benzotriazol und Softwood Sulf atzellstof f 

5 g atro Zellstoff (Softwood delignif iziert) , Stoffdichte 
30% (ca. 17 g feucht) werden zu folgenden Losungen gegeben : 

A) 20 ml Leitungswasser werden mit 50 mg 

1-Hydroxv-l-K-Benzotriazol unter Rvihren versetzt, der pH-Wert 
mit 0,5 mol/1 HsSO^-Lsg. so eingestellt, dail nach Zugabe des 
Zellstoff s und des Enzyms pH 4 , 5 resultiert. 

B) 5 ml Leitungswasser werden mit der Menge Laccase von Trame- 
tes- versicolor versetzt, daJS eine Aktivitat von 35 U (1 U = 
Umsatz von 1 /xmol ABTS/min/ml Enzym} pro g Zellstoff 
resultiert . 

Die Losungen A und B werden zusammengegeben und auf 3 3 ml 
aufgefiillt. 

Nach Zugabe des Zellstoffes wird fur 2 min mit einem Teigkne- 

ter aemixti . 

Danach wird der Stoff in eine auf 45»C vorgeheizte Reaktions- 
bombe gegeben und unter 1 - 10 bar Sauerstof f viberdruck fur 1 - 
4 Stunden inkubiert . 

Danach wird der Stoff viber eineir. Nylons ieb (30 iim) gewaschen 
und 1 Stunde bei 60°C, 2% Stoffdichte und 8% NaOH pro g Zell- 
stoff extrahiert. 

Nach erneuter Wasche des Stoff es wird die Kappazahl bestimmt. 
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In Abhangigkeit der Inkubationsdauer werden folgende Deligni 

f izierungsraten erreicht : 

Reaktionsdauer Kappa Ligninabbau 

5 [h] nach Extraktion l%] 

0 * 10,40 0' 00 

4 5,60 46,20 

10 Ergebnis * bei 0 min Kappa vor Extraktion 

von der eingesetzten Enzymakt ivitat wurden nach einer Reak- 
tionsdauer von 4 Stunden 15% wiedergef unden . 
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Pa tentanspriiche 

1 Mohrkomoonentensystem zum Verandern, Abbau oder Bieichen 
von Lignin, ligninhaltigen Materialien oder ahnlichen Stoffen 
5 enthaltend 

a. ggf- mindestens einen oxidationskatalysator und 

b. mindestens ein geeignetes Oxidationsmittel und 

10 

c. mindestens einen Mediator, dadurch gekennzeichnet , da6 der 
Mediator ausgewahlt ist aus • der Gruppe der Oxime der allgemei- 
nen Formel I oder II 



15 



N 

R3^ JL 



.OH 





2 0 II !l /f^\^^v. 



X 

II 



25 



30 



sowie deren Salze, Ether, oder Ester, wobei 

X, gleich Oder verschieden ist und O, S, oder NR^ bedeuten 



wobei 



r1 wasserstoff-, Hydroxy-, Formyl-, Carbamoyl-, Sulfonorest, 
Ester Oder S&lz des Sulf onorests , Sulfamoyl-, Nitro-, Amino-, 
Phenyl-, Aryl-C^- Cg-alkyl-, C^-C^2-^^^y^- ' C^-Cs-Alkoxy- , 
C^-Cio-Carbonyl-, Carbony l-Ci-Cg-alkyl- , Phospho- , Phosphono-, 
35 Phosphonooxyrest, Ester oder Salz des Phosphonooxyrests 
bedeutet , 
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wobei Carbamoyl-, Sulfamoyl-, Amino- und Phenylreste unsubsti- 
tuiert Oder ein- oder mehrfach mit einem Resr substituierc 
sein konnen und die Aryl-C^^-Cg-alkyl- , C^-C^2-^^^y^- ' 
C.-Cg-Alkoxy-, Ci-Cio-Carbonyl-, Carbonyl-Ci-Cg -alkyl-Reste 
5 gesatCigt oder ungesattigt, verzweigc oder unverzweigc sein 
konnen und mit einem Rest R^ ein- oder mehrfach substituiert 
sein konnen wobei 

r2 gleich Oder verschieden ist und Hydroxy-, Formyl-, Carboxy- 
10 rest. Ester oder Salz des Carboxyrests . Carbamoyl-, Sulfono- 
Ester Oder Salz des Sulfonorests, Sulfamoyl-, Ninro- , Amino-, 
Phenyl-, C-^ -C5 -Alkyl - , C^ -C5 -Alkoxyrest bedeutet und 

die Reste R^-R^ gleich oder verschieden sind und Halogen-, 
15 Carboxyrest, Ester oder Salz des Carboxyrests bedeuten, oder 
die fur R^ genannten Bedeutungen haben, oder zu einem Ring 
I-CR'^R^ln n gleich 2, 3 oder 4 verkniipft sind und 

R^ und R^ die fiir R^ genannten Bedeutungen haben und 



20 



30 



35 



und R^ gleich oder verschieden sind und Halogen-, Carboxy- 
rest, Ester Oder Salz des Carboxyrests bedeuten, oder die fiir 
genannten Bedeutungen haben. 

25 2. Mehrkomponentensystem gemaS Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es mindestens einen Oxidationskatalysator 
umf afit . 



3. Mehrkomponentensystem gemaS Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet. dafi als Oxidationskatalysator Enzym eingeseczc 
wird. 

4. Mehrkomponentensystem gemaS einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dalS als Enzym Laccase eingesetzt wird. 

5. Mehrkomponentensystem gemaS einem der Anspriiche 1 bis 4. 
dadurch gekennzeichnet, daS als Oxidationsmittel Luft, Sauer- 
stoff, Ozon, H2O2, organische Peroxide, Persauren wie die 
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Peressigsaure, Perameisensaure, Perschwef elsaure, Persalpeter- 
saure, Metachlorperoxibenzosaure , Perchlorsaure , Perborate, 
Peracetate, Persulfate. Peroxide oder Sauerstof f spezies und 
deren Radikale wie OH', OOK", Singulettsauersrof f , Superoxid 
5 (02--), Ozonid, Dioxygenyl-Kation (02-'), Dioxirane. Dioxetane 
Oder Fremy Radikale eingesetzt werden. 

S.Mehrkomponentensystem gemaS einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, da& als Mediator Verbindungen der allge- 
10 meinen Formel I, bei denen X O oder S bedeutet und die ubrigen 
Reste die vorstehend genannten Bedeutungen haben. eingesetzt 
werden. 

7. Mehrkomponentensystem gemafi einem der -Anspriiche 1 bis- 6, 
15 dadurch gekennzeichnet, daS als Mediator Isonitrosoderivate 

von cyclischen Ureiden der allgemeinen Formel II eingesetzt 
werden. 

8. Mehrkomponentensystem gemaS einem der Anspruche 1 bis 7, 

20 dadurch gekennzeichnet, daS als Mediator Alloxan- 5 -oxin Hydrac 
(Violursaure) oder dessen Ester, Ether oder Salze eingesetzt 
werden. 

9. Verfahren zum Behandeln von Lignin, dadurch gekennzeichnet, 
25 daS man die jeweils ausgewahlten Komponenten a) bis c) gemaS 

Anspruch 1 gleichzeitig oder in beliebiger Reihenfolge mit ei- 
ner wassrigen' Suspension des ligninhaltigen Materials mischt . 

10. Verwendung von Mediatoren gemaS Anspruch 1 zum Verandern, 
30 Abbau Oder Bleichen von Lignin, ligninhaltigen Materialien 

Oder ahnlichen Stoffen. 



35 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


In JonaJ AppUcaoon No 

PCT/EP 97/01545 


A CLASSIF.CATION OF SUBiECT 




According to UitemaQcmai Patent gagification (CPQ or to both nattonal clasnficaoon and IPC 




B. FIELDS SEARCHED ~ — ' _— — 

"Minimum documenuoco se«-ch«d (dawificaaon synem followed by clasaficaiion symbols, 

IPC 6 D21C 


hs^^Iii^irntaaon searched o^er than mmimom documenuoon to the extent that such document, are included m the field, searched 


"Electronic data base consulted during me mtemauonal search (name of dau base and, where practical 


. search terms used) 



C- DOCUM 
Category * 


ENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT ^ . 

Ciuaon of document, witfi mdicalion. where apprapnale. of the relevant passates 


Relevant to claim No. 


P.X 


EP G 717 143 A (LIGNOZYM GMBH) 19 June 
1996 

see claims 1-6,18,20 


1-5, 9. IG 


X 


WO 94 2951G A (CALL HANS PETER) 22 

December 1994 

cited in the application 

see claims 1-3,8,14; examples 1-6 


1-5, 9, le 


A 


US 3 728 461 A (DOUROS J ET AL) 17 April 
1973 

see the whole document 


8 


A 


DE 32 16 639 A (CIBA GEIGY AG) 25 November 

1982 




I 1 FunhcrdoeunKntiarel.«dmOK«monuaaonofboxC. ^ Pai«l fanuly in.mh«r> m «ncx. 



• SpeoaJ categones of cited documents 
*A* 



document defining the geticrai stau of the art which is not 
considered to be of particular relevance 
'E' earlier document but published on or after the intemaaonal 
filing date 

'L* document which may throw doubts on pnonty daimfs) or 
which IS cited lo exublish the publicaQon date of another 
atatton or other speaai reason (as specified) 

-O' document refcmng to an oral disclosure, use, cxhibiaon or 
other means 

•p* document pubhshed prior to the intemadonal filing daw but 
later than the pnonty date claimed 



•"T later document published after the mtematjonal filing date 
or pnonty date and not in connici with the applicaaon but 
cited to understand the pnncipie or theory underlying the 
mvention 

'X' document of particular relevance; the clain^d mvcnoon 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an invenbve step when the doctjmenl is taken alone 

'Y' document of particular relevance; the claimed invenQon 
cannot be considered to involve an invenove «ep when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combinaoon being obvious to a penon skilled 
in the aru 

•Jk* document member of the same patent fannily 



Dau of the acniai completion of the intemaoonaj search 

9 June 1997 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 PatenUa 
NL - 23X0 HV Riiswiik 
Tel. ( - 31-70) 340.2040. Tx. Jl 651 epo nl. 
Fax f* 31-70) 340- 301 6 



Date of mailing of the intemaaonal search report 

20.06.97 



Authonzed officer 



Nestby, K 



Fnm PCT ISA-'UO (Mun* i«t«l) (July l»»J» 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Informaaon on pairnt farruly members 



In QonaJ ApplicaDon No 

PCT/EP 97/01545 



Patent documeni 
cited in search report 



Publication 
date 



EP 0717143 A 



19-06-96 



WO 9429510 A 



22-12-94 



Patent family 
member(s) 



AU 
CA 
CN 

cz 
wo 

EP 
FI 
NO 
PL 
SK 



4535G96 
2164394 
1142255 
9602438 
9618770 
G745154 
963210 
963410 
315913 
104096 



A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 



AU 
AU 
BR 
CA 
CA 
CN 
CN 
CZ 
WO 
EP 
EP 
FI 
FI 
JP 



7124094 
7739794 
9406854 
2165426 
2182182 
1127523 
1129468 
9503325 
9429425 
0739433 
0705327 
956023 
961157 
9500153 

ncc 1 1 1 

XX J. 



NO 961205 A 



PublicaiicMi 
daK 



03- 07-96 
17-06-96 
05-02-97 

15- 01-97 
20-06-96 

04- 12-96 

16- 08-96 
15-10-96 
09-12-96 

05- 02-97 



03-01-95 
03-01-95 
26-03-96 
17-12-94 
22-12-94 

24- 07-96 

21- 08-96 
15-05-96 

22- 12-94 
30-10-96 
10-04-96 

25- 01-96 
13-03-96 
07-01-97 
07-02-96 
25-03-96 



US 


3728461 


A 


17-04-73 


CA 967878 A 
US 3928017 A 


23-12-75 


nF 


3216639 


A 


25-11-82 


NONE 





Form PCX lSA/210 (paunt fin»ily «nn««) tJuly 1997) 



INTERNATIONAJLER RECHERCHENBERICHT 



Inb omits Aktenzeichen 

PCT/EP 97/01545 



<K. KLASSlFtZtERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 D21C3/00 D21C9/10 



s,„h der lntcn..oo~U«n Pair nUdasaf.kaoon (IPIO od«r nath der n.oonritn Kl«anfcaoon und dtr CPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE , 

Reeherchiener Mindeslpnifciofr (KJaBifikanoMSjalan lind iaass>fik8tiofioyn.bole ) 

IPK 6 D21C 



Rcchcrchieru aber nicht zum M 



Wahfcnd der intemaaonaJcn accherche konsulUerie 



.ndeslpruf^ff gchdtendc VcroffenU.chungen, sowc.i dicsc unUr die recherchierten Gebicte fallen 



"elekoomsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendele Suchhegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



fCategonc* 



Bezcidmung der Veroffentlichung. sow«l erforderiich unter Angabe der m Betracht kommeriden Teile 



Betr. Anipruch Nr. 



p,x 



EP 0 717 143 A (LIGNOZYM GMBH) 19.Juni 
1996 . . ; ' . 

siehe Anspruche 1-6,18,20; 

WO 94 29510 A (CALL HANS PETER) . 

22.Dezeniber 1994 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Anspruche 1-3,8,14; Beispiele 1-6 

US 3 728 461 A (DOUROS J ET AL) 17. April 
1973 

siehe das ganze Dokurrent 

DE 32 16 639 A (CIBA GEIGY AG) 25. November 
1982 



1-5,9,10 



1-5.9,10 



□ 



Wetlefe VerofTenUichungen and der Forwelzung von Feld C zu 
entnehmen . 



0 



Stehe Anhang PabcnCfamiiic 



• Besonderr Kategonen von angegebenen V eroffenUichungen 

•A' VeroffenUichung. die den allgemeinen Siand der Technik definicrt. 
aber nicht als boondcrs bedeutaam anzuschcn isi 

"E* il teres Dokuxneni, das ledoch ersi am Oder nach dem mtematxonalen 
Anmcldedacum veroffendicht worden lA 

•L* Veroffendichung, die geapict wt, einen Pnontitsawpruch zweilelhaU cr- 
^chanen zu lassen. Oder durch die das Veroffendichung^datum «ncr 
indcren im Recherehenbencht gcnannlcn Veroffendichung bclegi werden 
soil Oder dxc aus emem anderen besonderen Cnutd angegcben i« {wie 
ausgefiihrt) 

'O* Vcroffenilichung. die sich auf einc mtindliche Offenbaning, 

eine Benuizung. einc Awitellung oder andere Maflnahmcn beziehl 
*p' Verb ffenilj Chung, die vor dem inumaoonaJen Anmeidedatum, aber nach 
dem beanicpruchcen PnontaUdacum veroffcnaicht worden i.tt 



"T Spatere Veroffcntlichung. die nach dem musTiaoonalen Anmeidedatum 
c5cr dem Pnonutsdatum veroffendicht worden »st und mil der 
AnmeldunR mcht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis dcs dcr 
Erfindung zugnmdeliegenden Pnnaps Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben isi _ _ j 

-X* Veroffendichung von besonderer Bedeutung; die beampruchte Erfindung 
kann ailein auf^d dicser Veroffendichung mcht als neu oder auf 
crfindenscher Taogkal bcruhcnd becrachtei werden 

•Y' Veroffendichung von besonderer Bedeuaing; die beanspnichu: Erfindung 
kann mchl als auf eriindenscher Tabgkcit beruhend beo^chtei 
werden, wenn die Veroffendichung mil eincr oder mchreren anderen 
VeroffcnUichungen dieser Kalegone m Verbmdung gebrachl wtrd und 
diexc Verbmdung fiir einen Fachmann naheliegend i« 
Veroffendichung. die MUgiied derseiben PataufarruUeisi 



Datum des Abtchlusse^ der mtemaoonalen Recherche 

g.Juni 1997 



Name und Postanschnfi dcr IniemaaonaJe Rechcrchenbehorde 
Europaixchex Pauntamu P B. 5818 PatenUaan 2 
NL • 2280 MV Rij-swiik 
Tel. ( - 31-70) 340-2040. Tx. 31 651 cpo nl, 
Fax: ( • 31-70) 340-3016 



Atasendedatum des miemaaonalen Recherchenbenchw 



20-06.97 



Bevollmachbgcer Bcdtentteter 



Nestby, K 



Formeisu PCT.ISA 210 (8UU 2} fJuli 1992} 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaboi zu Veroffenaichu.«.n. die zur «lb«n PattntfamilK gchoren 



Inu onales Aktoizcichen 

PCT/EP 97/01545 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes PatemdokumenL 



Datum der 
VeroffenUichung 



Mitgiie<l(cr) der 
Patentfamiiie 



EP 0717143 A 



19-06-96 



US 3728461 A 



17-04-73 



AU 
CA 
CN 
CZ 
WO 
EP 
FI 
NO 
PL 
SK 



4535096 
2164394 
1142255 
9602438 
9618770 
0745154 
963210 
963410 
315913 
104096 



CA 

US 



967878 A 

3928017 A 



Oaiuin der 
VerbffenUichung 



03- 07-96 
17-06-96 
05-02-97 

15- 01-97 
20-06-96 

04- 12-96 

16- 08-96 
15-10-96 
09-12-96 

05- 02-97 



WO 9429510 A 22-12-94 


AU 
AU 


7124094 A 
7739794 A 


03-01-95 
03-01-95 




BR 


9406854 A 


26-03-96 




CA 


2165426 A 


17-12-94 




CA 


2182182 A 


22-12-94 




CN 


1127523 A 


24-07-96 




CN 


1129468 A 


21-08-96 




CZ 


9503325 A 


15-05-96 




WO 


9429425 A 


22-12-94 




EP 


0739433 A 


30-10-96 




EP 


0705327 A 


10-04-96 




Fl 


956023 A 


25-01-96 




FI 


961157 A 


13-03-96 




JP 


9500153 T 


07-01-97 




MQ 


955111 A 


07-02-96 




NO 


961205 A 


25-03-96 



23-12-75 



OE 3216639 A 25-11-82 KEINE 



FormbUU PCT. ISa^ JIO J Aohant PiUnifarmlieUJuli »992) 



